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 多くの微生物が graE と相同性のある遺伝子をもっているが、その機能の詳細はほとんど明らかになってい
ない。また、GraE と 20％弱のアミノ酸配列の相同性をもつ Haemophiius influenzae 菌由来 YciI タンパク質の
立体構造が構造ゲノム科学プロジェクトにおいて報告されているが、これについてもその機能の詳細は明ら
かになっていない。 





 N 末端に His タグを付加した GraE を大腸菌発現系にて大量発現し、各種クロマトグラフィーを用いて単一精
製した試料を用いて結晶化を行った。また、多波長異常分散法または重原子同型置換法を用いた位相決定
を目的として、GraE 中のメチオニン残基をセレノメチオニンで置換したタンパク質（SeMetGraE）の発現系を構
築し、大量発現と単一精製を行った。結晶化条件のスクリーニングから、10 mg/ml (50mM Tris-HCl pH 8.0) 
GraE 溶液について、NaH2PO4・K2HPO4 pH 8.4 を沈殿剤溶液とする 20℃のシッティングドロップ蒸気拡散法で
比較的大きな結晶を得ることができた。また、SeMetGraE についても同様の条件下で結晶を得ることができた。
GraE 結晶、SeMetGraE 結晶それぞれについて高エネルギー加速器研究機構 物質構造化学研究所 放射
光化学研究施設や高輝度光科学研究センターSPring-8 において X 線回折実験を行い、回折強度データ収集
を行った。 
 クライオプロテクタントや測定条件の検討を行い、GraE 結晶に関しては最大で 2.5 Å 分解能の回折強度デー
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タを収集することが出来た。プログラム HKL2000 を用いて回折強度データの処理を行い、空間群 P21212、格
子定数 a = 89.30 Å, b = 165.19 Å, c = 45.34 Å と決定した。 また、SeMetGraE に対し XAFS 実験を行い、Se
原子に対応した吸収端スペクトルを測定した。Se 原子吸収単近傍の３波長で X 線回折実験を行い、6 Å 分解
能の回折強度データを収集した。SeMetGraE 結晶は GraE 結晶と同型で、ほぼ同じ格子定数であった。 
 単位格子の体積と分子量の比である VM値の一般的な範囲が 1.7～3.5 Å3/Da であることを考慮すると、本結





 次に、GraE 結晶の回折データに対しプログラム MolRep を使用し分子置換法による位相決定を試みた。計
算には初期モデルとして YciI タンパク質のサブユニットおよび二量体、TftGタンパク質のサブユニットを使用し
たが、いずれの場合においても正しい解は得られなかった。初期モデルに用いたこれらのタンパク質は GraE





ら、その部分を取りかかりにして Discovery Studio の分子編集機能を利用してモデルを作成し、分子置換法に
よる位相の決定を試みる予定である。並行して、結晶化条件の再検討や X 線回折実験の測定条件の検討を
行って、本結晶の回折分解能の改善を目指す予定である。 
  -  31  -
